Identifizierung von Enterobacteriaceae und Nonfermentern mittels MALDI-TOF MS unter besonderer Berücksichtigung von multiresistenten und darmpathogenen Erregern by Knoop, Nicolas
Identifizierung von Enterobacteriaceae und Nonfermentern mittels 
MALDI-TOF MS unter besonderer Berücksichtigung von multiresistenten 
und darmpathogenen Erregern 
 
 
 
 
 
 
Publikationspromotion 
zur Erlangung des akademischen Grades 
 
 
Dr. med. 
 
 
an der Medizinischen Fakultät 
der Universität Leipzig 
 
 
 
 
 
 
eingereicht von: Nicolas Knoop  
 geb. am 30.11.1984 in Berlin  
 
 
angefertigt an:  Universität Leipzig  
   Institut für Medizinische Mikrobiologie und  
 Infektionsepidemiologie  
 
 
Betreuer:  PD Dr. med. habil. Reiner Schaumann  
Mitbetreuer: Prof. Dr. rer. nat. habil. Klaus Eschrich 
 
 
 
Beschluss über die Verleihung des Doktorgrades vom: 16.12.2014 
 
2	  	  
Inhaltsverzeichnis 	  
Inhaltsverzeichnis ........................................................................................................ 2 
Bibliographische Beschreibung: ................................................................................... 3 
1. Einleitung ............................................................................................................... 4 
1.1. Bakterien ......................................................................................................... 4 
1.1.1. Enterobacteriaceae .................................................................................. 4 
1.1.2. Nonfermenter ........................................................................................... 6 
1.1.3. Resistenzmechanismen, insbesondere Beta-Lactamasen ...................... 6 
1.1.4. Identifizierung von Mikroorganismen ....................................................... 8 
1.1.5. Empfindlichkeitstestung ........................................................................... 9 
1.1.6. Historie und Epidemiologie multiresistenter gram-negativer Erreger ..... 11 	  
1.2. Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass spectrometry 
(MALDI-TOF MS) .................................................................................................... 14 
1.2.1. Verfahren ............................................................................................... 14 
1.2.2. Geschichte und Anwendung in der Mikrobiologie .................................. 14 	  
2. Zielsetzung .......................................................................................................... 17 
3. Publikationen ....................................................................................................... 18 
3.1. Differenzierung von Enterobacteriaceae und Nonfermentern mittels MALDI-
TOF Massenspektrometrie ..................................................................................... 18 
3.2. Ein Schritt zur Unterscheidung Beta-Lactamase produzierender klinischer 
Isolate der Spezies E. coli, K. pneumoniae und P. aeruginosa mittels MALDI-TOF  
Massenspektrometrie ............................................................................................. 24 	  
4. Zusammenfassung .............................................................................................. 32 
5. Thesen zur Dissertationsschrift ........................................................................... 37 
6. Literaturverzeichnis ............................................................................................. 38 
6. Lebenslauf ........................................................................................................... 50 
7. Danksagung ........................................................................................................ 52 
8. Selbständigkeitserklärung ................................................................................... 53 
9. Anhang ................................................................................................................ 54 
3	  	  
Bibliographische Beschreibung: 
 
Name:  Knoop, Nicolas 
Titel:  Identifizierung von Enterobacteriaceae und Nonfermentern mittels 
MALDI-TOF MS unter besonderer Berücksichtigung von 
multiresistenten und darmpathogenen Erregern 
 
Universität Leipzig, Publikationspromotion 
58 Seiten einschließlich 2 publizierter Manuskripte, 117 Literaturstellen sowie 
Anhang mit 6 Abbildungen und 3 Tabellen. 
 
Referat: 
Der zeitnahe und möglichst sichere Nachweis bakterieller Krankheitserreger und 
deren Empfindlichkeit gegenüber verfügbaren antibakteriell wirksamen 
Chemotherapeutika (Antibiotika) stellt einen Hauptaufgabenbereich der 
medizinischen mikrobiologischen Routinediagnostik dar. Hierzu wurden im Laufe der 
Jahre unterschiedliche Methoden entwickelt, womit von der genauen Beschreibung 
der Kolonie- und mikroskopischen Morphologie, Anfärbbarkeit und Formation über 
die Charakterisierung der biochemischen Leistungsfähigkeit bis hin zur genauen 
Sequenzierung des gesamten Genoms ein enormer Fortschritt zu verzeichnen war. 
Seit Mitte der 1990er Jahre etablierte sich die Massenspektrometrie als 
phänotypisches Nachweisverfahren und gewann zunehmend an Bedeutung. Ebenso 
konnten Erfolge beim Nachweis Antibiotika resistenter Bakterien verzeichnet werden. 
Um das Potential dieser noch jungen Nachweismethode weiter zu erforschen, 
wurden in dieser Arbeit Spezies der Familie Enterobacteriaceae und der 
Nonfermenter in eine eigene massenspektrometrische Datenbank aufgenommen, um 
diese als Grundlage zur Validierung des Identifizierungspotentials der Methode 
mittels Blindstudie zu nutzen. Im selben Arbeitsschritt wurde der Versuch 
unternommen, Antibiotika resistente Stämme im Zuge der Speziesidentifizierung zu 
detektieren, um so Aussagen über eine mögliche Einschränkung der therapeutischen 
Möglichkeiten und gegebenenfalls notwendigen Hygienemaßnahmen treffen zu 
können. 
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1. Einleitung 
1.1. Bakterien 
Bakterien sind prokaryote Lebewesen und bilden zusammen mit den Archaeen und 
Eukaryoten die drei Domänen aller Lebewesen. Prokaryoten und Archaeen 
unterscheiden sich von Eukaryoten in der Hinsicht, dass ihre Erbsubstanz frei im 
Cytoplasma lokalisiert ist und nicht von einer Membran abgetrennt im Zellkern 
vorliegt (10, 42, 107, 114). 
 
1.1.1. Enterobacteriaceae 
Die Familie der Enterobacteriaceae umfasst eine Vielfalt an Spezies 
unterschiedlicher Gattungen mit gemeinsamen Kennzeichen wie Stäbchenform, 
gram-negative Färbung, Möglichkeit des fermentativen Abbaus von Glucose und 
anderer Zucker, sowie die Möglichkeit unter aeroben und anaeroben Bedingungen 
zu leben. Einige Gattungen gehören zur physiologischen Darmflora. Diese und auch 
andere Gattungen der Enterobacteriaceae können bei Verschleppung in andere 
Körperregionen oder bei immungeschwächten Patienten Infektionen und 
Erkrankungen auslösen und sind somit fakultativ pathogen. Spezies der Gattungen 
Salmonella, Shigella, Yersinia, sowie die darmpathogenen Escherichia coli (E. coli) 
(enteropathogene, enterotoxische, enterohämorrhagische, bzw. Shigatoxinbildende, 
enteroinvasive, enteroaggregative E. coli u. a.) hingegen gehören nicht zur 
physiologischen Darmflora und sind obligat pathogene Krankheitserreger (Tabelle 1). 
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Tabelle 1. Auszug der fakultativ und obligat pathogenen Enterobacteriaceae, 
modifiziert nach Braun et al. (10) 
Fakultativ pathogen Obligat pathogen 
Cedecea spp. Enterobacter sakazakii 
Citrobacter diversus Escherichai albertii 
Citrobacter freundii Escherichia-coli-Pathovare 
Edwardsiella tarda Klebsiella granulomatosis 
Enterobacter aerogenes Plesiomonas shigelloides 
Enterobacter cloacae Salmonella bongori 
Escherichia coli Salmonella enterica 
Hafnia alvei Shigella boydii 
Klebsiella ocxtoca Shigella dysenteriae 
Klebsiella pneumoniae Shigella flexneri 
Kluyvera spp. Shigella sonnei 
Morganella morganii Yersinia enterocolitica 
Pantoea spp. Yersinia pestis 
Proteus mirabilis Yersinia pseudotuberculosis 
Proteus penneri  
Proteus vulgaris  
Providencia rettgeri  
Providencia stuartii  
Raoultella spp.  
Serratia liquefaciens  
Serratia marcescens  
Xenorhabdus spp.  
Yersinia aldovae  
 
Typische durch Enterobacteriaceae verursachte Erkrankungen sind Enteritiden, 
Harnwegsinfektionen, Pneumonien, Wundinfektionen, Peritonitiden, Meningitiden 
und Sepsis. Fakultativ pathogene Erreger dieser Familie sind häufig Auslöser 
nosokomialer Infektionen (10, 42, 45, 107). 
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1.1.2. Nonfermenter 
Gram-negative Stäbchen, die nicht fähig sind, Glucose fermentativ zu verwerten, 
werden allgemein als Nonfermenter bezeichnet. Hierzu gehören die Gattungen 
Pseudomonas, Acinetobacter, Stenotrophomonas und Burkholderia, welchen 
Spezies mit besonderer Bedeutung für nosokomiale Infektionen entstammen (2, 10, 
42, 45, 60, 107). 
P. aeruginosa ist häufig für schwere prolongierte nosokomiale Pneumonien, 
insbesondere bei langzeitbeatmeten Patienten und solchen mit cystischer Fibrose, 
verantwortlich. Ebenso ist P. aeruginosa einer der häufigsten Erreger nosokomialer, 
vornehmlich Katheter assoziierter, Harnwegsinfektionen. Aufgrund weitgreifender 
endogener und übertragbarer Resistenzmechanismen und der damit 
einhergehenden Unempfindlichkeit gegenüber einer Vielzahl gängiger Antibiotika, 
kommt dieser fakultativ pathogenen Spezies eine besondere klinische Bedeutung zu. 
(10, 71, 78). 
Eine weitere Gattung mit in letzter Zeit erheblich gewachsener klinischer Bedeutung 
stellt Acinetobacter dar. Insbesondere die Spezies A. baumanii aus dem A. 
calcoaceticus-A. baumanii-Komplex ist für eine Vielzahl nosokomialer Infektionen 
verantwortlich. Hierbei spielen Langzeitbeatmung, bzw. die Assoziation mit 
Katheterisierungen und operativen Eingriffen eine entscheidende Rolle. Vor allem 
besteht bei Bakteriämien im Rahmen von Pneumonien eine äußerst ungünstige 
Prognose (10, 96).  
 
1.1.3. Resistenzmechanismen, insbesondere Beta-Lactamasen 
Typische Resistenzmechanismen gram-negativer Bakterien sind veränderte 
Zielproteine, Mutationen in Genen für Membranporine, verstärkt aktive Effluxpumpen 
und Beta-Lactam-Antibiotika-inaktivierende Enzyme, wie Beta-Lactamasen mit 
verschiedener Substratspezifität (71, 87, 107). 
Beta-Lactamasen hydrolysieren den Beta-Lactam-Ring der gleichnamigen Antibiotika 
und werden seit den 1980er Jahren entsprechend ihrer molekularen Struktur nach 
Ambler in die Klassen A-D eingeteilt (3). Bush et al. führten eine funktionelle 
Klassifizierung dieser Enzyme entsprechend ihrer Substratspezifizität und Sensibilität 
gegenüber Beta-Lactamase-Inhibitoren ein, welche regelmäßigen Aktualisierungen 
unterliegt (12, 15, 14). Beta-Lactamasen stellen den weltweit häufigsten 
Resistenzmechanismus unter gram-negativen Bakterien dar (9, 14, 70, 71, 87, 89). 
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Beta-Laktamasen
Serin
Klasse A
Gruppe 2be
ESBL (TEM, SHV, CTX-M)
Gruppe 2f
Carbapenemasen (GES, 
KPC)
Klasse C
Gruppe 1
Cephalosporinasen
Klasse D
Gruppe 2d
Carbapenemasen (OXA)
Metallo
Klasse B
Gruppe 3
MBL (IMP, VIM, GIM, 
NDM)
 
Abbildung 1. Klassifizierung der Beta-Laktamasen, auszugsweise, modifiziert nach Witte et al. und 
Bush et al (14, 113). 
 
Extended-Spectrum-Beta-Lactamases (ESBL) sind Beta-Lactamasen, welche 
Oxyimino-Cephalosporine (Cephalosporine der 3. Generation) hydrolysieren können 
und in vitro sensibel gegenüber gängigen Beta-Lactamase-Inhibitoren (hier v.a. 
Clavulansäure) sind. Sie gehören zur strukturellen Klasse A und zur funktionellen 
Klasse 2be (3, 15, 14). ESBL sind die Hauptursache antimikrobieller Resistenz in der 
Familie der Enterobacteriaceae und ihre Anwesenheit ist oft mit Co-Resistenzen 
gegenüber Fluorchinolonen, Tetrazyklinen und Sulfonamiden vergesellschaftet (20, 
25, 58, 87, 89, 103, 111). ESBLs sind in der Regel Plasmid-kodiert und entstammen 
drei genetischen Hauptfamilien (TEM, SHV und CTX-M) (14).  
Metallo-Beta-Lactamasen (MBL) hydrolysieren alle Beta-Lactam-Antibiotika, inklusive 
der Carbapeneme und benötigen die Anwesenheit divalenter Zinkionen in ihrem 
aktiven Zentrum (3). Somit können sie durch Chelatoren wie 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) in vitro inhibiert werden, zeigen jedoch keine 
Sensibilität gegenüber üblichen Beta-Lactamase-Inhibitoren (13). Sie werden 
strukturell der Klasse B und funktionell der Klasse 3a zugeordnet (3, 15). MBL sind in 
der Regel auf beweglichen Genabschnitten, Integrons, kodiert und entstammen vier 
genetischen Hauptfamilien (IMP, VIM, GIM-1, und NDM-1). Häufig beobachtete Co-
8	  	  
Resistenzen gegenüber Aminoglykosiden sind meist auf demselben Genabschnitt 
kodiert (108, 117). 
Carbapenemasen, welche nicht den MBL zuzuordnen sind, stellen eine heterogene 
Gruppe von Carbapenem inaktivierenden Enzymen dar, welche strukturell mehreren 
Klassen (A und D) zuzuordnen sind. Hauptvertreter stellen die Familien KPC, OXA 
und GES dar (87).  
Die Kodierung auf beweglichen Genabschnitten erlaubt einen raschen und einfachen 
horizontaler Gen-Transfer zwischen unterschiedlichen Bakterienspezies und -
gattungen (55, 70).  
 
1.1.4. Identifizierung von Mikroorganismen 
Die Identifizierung von Bakterien erfolgt u. a. durch makroskopische Beurteilung, 
direkte Mikroskopie unter Beurteilung spezieller Anfärbbarkeiten und der Morphologie 
von entsprechend isolierten Kulturkolonien oder direkt aus klinischen Proben, sowie 
durch phänotypische Identifizierung der Mikroorganismen anhand ihrer 
biochemischen Verhaltensmuster (10, 22).  
Biochemische Verhaltensmuster werden durch die Bestimmung von vorhandenen 
oder nicht vorhandenen Enzymaktivitäten in Form von Farbumschlägen bei der 
Spaltung Enzym spezifischer Substrate ermittelt. Die spezielle Enzymausstattung 
erlaubt die Unterscheidung der unterschiedlichen Spezies. Dieses Verfahren wurde 
zuerst manuell oder halbautomatisiert durch Beimpfen von Substrat haltigen 
Reaktionsgefäßen mit einer Bakterien-Suspension durchgeführt. Nach 
anschließender Inkubation erfolgte die manuelle oder automatisierte Ablesung und 
Interpretation der Reaktionen – sog. „Bunte Reihe“ (10). Moderne automatisierte 
Systeme wie VITEK II (bioMérieux S.A., Marcy L’Étoile, Frankreich), Microscan 
WalkAway (Dade Behring, West Sacramento, Kalifornien, USA) und BD Phoenix (BD 
Diagnostic Systems, Sparks, Maryland, USA) erlauben hierbei eine schnelle und 
standardisierte Identifizierung durch Verwendung Hersteller-spezifischer Testkarten 
für die biochemische Leistungstestung (10, 84). Diese Systeme sind kombiniert mit 
gleichzeitiger Empfindlichkeitsbestimmung (17, 29). Goldstandard bei unsicherer 
phänotypischer Identifizierung ist die PCR-Amplifikation und nachfolgende 
Sequenzierung von 16S rDNA (101). Tabelle 2 dient zur Übersicht der gängigen 
Identifizierungsmethoden. 
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Tabelle 2. Übersicht verschiedener Identifizierungsverfahren, modifiziert nach Braun 
et al. (10) 
Verfahren Beispiele 
Wachstumsverhalten Aerob, anaerob, mikroaerophil 
Makroskopie Kulturmorphologie, Selektivnährmedien 
Mikroskopie Hell- und Dunkelfeld-, sowie 
Fluoreszenzmikroskopie, 
differenzierende und nicht 
differenzierende Färbungen (gram, 
Methylenblau) 
Schlüsselreaktionen Oxidase, Katalase, Koagulase, KOH, 
Indol 
Biochemische Leistungsprüfung - „Bunte Reihe“, z. T. halb automatisiert 
- voll automatisierte Methoden wie z.B. 
VITEK, WalkAway, BD Phoenix 
Serologische Methoden Agglutionationstests, Lateral-Flow-
Assays, optische Immunoassays 
Massenspektrometrie MALDI-TOF MS 
Molekularbiologische Methoden DNA-Sondentests, Signal-Amplifikations- 
und Zielsequenzamplifikationsverfahren 
(qualitativ und quantitativ), DNA-
Microarrays 
 
1.1.5. Empfindlichkeitstestung 
Die Empfindlichkeit gegenüber Antibiotika kann mit verschiedenen Methoden 
getestet werden. Hierzu gehören Dilutionsmethoden (Agar- und Bouillondilution), 
sowie Diffusionsmethoden. Bei den Diffusionsmethoden unterscheidet man unter 
reiner Diffusion (Plättchendiffusion) und gemischten Diffusions- und 
Dilutionsmethoden (Gradientendiffusion). 
Bei der Mikrobuillondilutionsmethode werden nach Herstellung von Stammlösungen 
der zu testenden Antibiotika in geometrisch aufsteigender Konzentration 
Vertiefungen von Mikrotiterplatten jeweils mit einer angereicherten 
Bouillonsuspension von Reinkulturen des zu prüfenden Mikroorganismus und dem 
zu testenden Antibiotikum in aufsteigender Konzentration befüllt und inkubiert.  
Bei der Agardilutionsmehtode werden jeweils eigene Agarplatten für jede 
Antibiotikumkonzentration hergestellt und nach Beimpfung mit einer 
Bouillonsupsension des Mikroorganismus inkubiert. 
Beim Plättchendiffusionstest werden Antibiotika haltige Plättchen auf eine beimpfte 
Agarplatte aufgebracht. Durch Diffusion der Wirkstoffe in den Agar bilden sich nach 
Inkubation, bei entsprechender Empfindlichkeit, sogenannte Hemmhöfe um das 
jeweilige Plättchen, welche eine Hemmung des Wachstums anzeigen. 
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Die ausbleibende Trübung einer Nährlösung (Bouillondilution) oder 
fehlendes/gehemmtes Wachstum (Agardilution) zeigt dabei die entsprechende 
Antibiotikum-Konzentration an, ab welcher es zur Hemmung des bakteriellen 
Wachstums kommt (Minimale Hemm-Konzentration, MHK). Diese Größe erlaubt 
noch keine Aussage über einen möglichen Therapieerfolg bzw. ein 
Therapieversagen eines bestimmten Wirkstoffes. Die Bewertung der 
Empfindlichkeitstestung erfolgt z. B. nach ISO 20776-1 durch Einteilung in drei 
Kategorien: 
sensibel: „Als sensibel gegen ein bestimmtes Antibiotikum wird ein Bakterienstamm 
dann bezeichnet, wenn er in vitro von einer Konzentration dieses Wirkstoffes inhibiert 
wird, die mit einer hohen therapeutischen Erfolgswahrscheinlichkeit assoziiert ist.“ 
intermediär: „Als intermediär gegen ein bestimmtes Antibiotikum wird ein 
Bakterienstamm dann bezeichnet, wenn er in vitro von einer Konzentration dieses 
Wirkstoffes inhibiert wird, die mit einem unsicheren therapeutischen Ergebnis 
assoziiert ist.“ 
resistent: „Als resistent gegen ein bestimmtes Antibiotikum wird ein Bakterienstamm 
dann bezeichnet, wenn er in vitro von einer Konzentration dieses Wirkstoffes inhibiert 
wird, die mit einer hohen Wahrscheinlichkeit des Therapieversagens assoziiert ist.“ 
(53)  
Die MHK-Grenzwerte für die Zuordnung zu einer der drei Kategorien wurde 
international durch verschiedene Institutionen festgelegt (z. B. Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI) und Deutsches Institut für Normierung (DIN)). 
Diese Grenzwerte sind sehr heterogen. Deren unterschiedliche Festlegung auf 
einerseits alleinig Wirkstoff bezogene (DIN) und andererseits zusätzlich 
Erregerspezifische (CLSI) Grenzwerte erschwert eine einheitliche Anwendbarkeit. In 
Europa wurde mit dem European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 
(EUCAST) eine Organisation gegründet, um eine Vereinheitlichung der Grenzwerte 
durch Zusammenarbeit von Experten mehrerer Länder, die Grenzwerte erarbeiten, 
zu ermöglichen (10, 92). 
Bei der Plättchendiffusionsmethode wird auf Grundlage standardisierter 
Hemmhofgrößen die direkte Einteilung in sensibel, intermediär oder resistent 
getroffen. 
Die MHK gibt auch Aufschluss über die Anwesenheit von Beta-Lactamasen. Diese 
führen oft zu einem für den Subtyp des Enzyms üblichen Muster an MHK-
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Erhöhungen, sodass eine weitergehende Testung auf diesen Resistenzfaktor nötig 
ist. Für die hier beschriebenen ESBL und MBL sind kommerzielle Systeme, wie z. B. 
Etest-Streifen (bioMérieux, Solna, Schweden) verfügbar. Prinzip ist, das Wachstum 
des Bakteriums unter Exposition gegenüber einem für die ESBL bzw. MBL typischen 
Antibiotikum (z. B. Ceftazidim, bzw. Imipenem) in An- bzw. Abwesenheit eines Beta-
Lactamase-Inhibitors bzw. eines Chelators (Clavulansäure bzw. EDTA) zu 
beobachten (41, 111). Goldstandard ist hierbei jedoch die Amplifikation und 
Sequenzierung der für die Beta-Lactamasen kodierenden Gensequenzen (89). 
 
1.1.6. Historie und Epidemiologie multiresistenter gram-negativer Erreger 
Bereits seit Beginn der zunehmenden breiten Verfügbarkeit und Anwendung 
antibakterieller Chemotherapeutika ist eine stetige Zunahme an vermindert sensiblen 
oder gar vollständig resistenten Bakterien zu verzeichnen. Vermutungen über die 
zugrunde liegenden Mechanismen wurden schon frühzeitig wissenschaftlich 
diskutiert und publiziert. Penicillin inaktivierende Enzyme, sog. Penicillinasen, 
konnten bereits 1940 aus Bakterien unterschiedlichster Familien und Gattungen 
extrahiert werden (1). Auch nach Einführung der erweitert aktiven Cephalosporine 
wurden zunehmende Resistenzen beobachtet und bereits an der Klassifizierung der 
heute unter dem Oberbegriff Beta-Lactamasen bekannten Enzyme gearbeitet (35). 
Seit der genaueren molekularen und funktionellen Untersuchung und Klassifikation, 
sowie genetischer Differenzierung dieser Enzyme (3, 12, 15), war eine stetige 
Zunahme der Beschreibung von Infektionen mit Beta-Lactamase bildenden Bakterien 
zu beobachten. Ebenso waren Nachweise genetisch distinkter Enzyme zu 
verzeichnen (8, 54, 76, 81, 86, 87, 89, 95, 98, 113, 112). Bis zum August 2013 waren 
in der Lahey clinic database insgesamt 550 verschiedene ESBL hinterlegt 
(www.lahey.org/studies, Abrufdatum 12.08.2013). 
Der hohe Gebrauch von Cephalosporinen führte zu einem Anstieg unterschiedlicher 
genetischer Subtypen der ESBL (70). Therapie der Wahl stellte daraufhin lange Zeit 
die Verabreichung von Carbapenemen dar – Beta-Lactam-Antibiotika, welche von 
ESBL nicht hydrolysiert werden können (111). Jedoch kam es auch hier zu einer 
Zunahme von resistenten Bakterienspezies. Die dafür ursächliche Verbreitung sog. 
Carbapenemasen war vor allem bei den Spezies P. aeruginosa und K. pneumoniae 
zu verzeichnen (80, 113). Am Beispiel der New Dheli Metallo-Beta-Lactamase 1 
(NDM-1), welche innerhalb von 1-2 Jahren nach Erstbeschreibung (117) bereits 
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global verbreitet war, lässt sich die rasante Entwicklung und Verteilung 
multiresistenter gram-negativer Bakterien verdeutlichen (38, 88). 
Zahlen des nationalen Referenzzentrums für gram-negative Krankenhauserreger 
stützen die Beobachtungen anderer Studien, sodass in freiwillig eingesandten 
Proben zur Differenzierung allein in 2011 ein deutlicher Anstieg bisher in 
Deutschland nur selten nachgewiesener Carbapenemasen zu verzeichnen war (56). 
Vor allem das vermehrte Auftreten Carbapenem resistenter Bakterien gab Anlass zur 
Einführung neuer Definitionen von Multiresistenz und Anpassung üblicher MHK-Cut-
Off Werte zur Durchführung genauerer Detektionsmethoden für ESBL, MBL und 
anderer Beta-Lactamasen (48). So werden als „multiresistent“ (multidrug resistent, 
MDR) die Erreger bezeichnet, die gegen mindestens ein Antibiotikum aus drei für die 
Therapie repräsentativen Gruppen resistent sind. „Erweitert resistente“ (extensive 
drug resistent, XDR) Erreger sind nur noch für ein oder zwei Wirkstoffgruppen 
sensibel und „panresistente“ (pandrug resistant, PDR) Erreger sind gegenüber 
keinem repräsentativen Wirkstoff sensibel (73). 
Laut aktuellen Zahlen des European Antibiotic And Resistance Surveillance Systems 
(EARSS) ist beispielsweise für E. coli am Ende des vierten Quartals 2012 die bisher 
höchste Zahl an Ciprofloxacin-, Drittgenerationscephalosporin-resistenten und ESBL 
bildenden Stämmen zu verzeichnen gewesen (EARSS Bericht im vierten Quartal 
2012,http://www.hpsc.ie/hpsc/A-
Z/MicrobiologyAntimicrobialResistance/EuropeanAntimicrobialResistanceSurveillanc
eSystemEARSS/EARSSSurveillanceReports/2012Reports/, Abruf 13.08.2013). 
Auch der gestiegene Einsatz von mit Antibiotika angereicherter Tiernahrung in der 
Nutztierzucht führte zu einer Zunahme multiresistenter Bakterien in Zuchtbetrieben 
(61, 85). Genotypisierungen konnten den Transfer vom Tier auf den Menschen über 
die Nahrungskette nachweisen (68). Ebenso besteht die Möglichkeit des 
gegenseitigen Transfers beweglicher Gensequenzen zwischen Bakterien bei Mensch 
und Haustier (30). 
Generell stellt die Übertragung von Krankheitserregern über Lebensmittel eine nicht 
zu unterschätzende Bedrohung dar. So kam es im Jahr 2011 in Deutschland zu 
einem Ausbruch ESBL bildender enterohämorrhagischer E. coli (EHEC). Die 
frühzeitige Erkennung solcher Ausbrüche und der Umgang damit ist Aufgabe 
verschiedener Referenzzentren unter Regie des Robert Koch Institutes (36). 
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Die zunehmende Inzidenz von nachgewiesenen Beta-Lactamasen, sowie die 
gestiegene Aktivitätsbreite und Co-Resistenz gegenüber einem Großteil der üblichen 
Antibiotika für Enterobacteriaceae assoziierte Infektionen allein in den letzten 10 
Jahren, unterstreichen die Brisanz dieses Resistenzmechanismus und die 
Notwendigkeit adäquater zeit- und kosteneffektiver Nachweismethoden, sodass 
frühzeitig Therapie entscheidende Informationen über das antibiotische 
Sensibilitätsspektrum eines Krankheitserregers gegeben werden können. Ein 
weiterer wichtiger Aspekt betrifft die Infektionsprophylaxe und Hygiene, was im 
klinischen Alltag vornehmlich durch zunehmend striktere Hygienemaßnahmen 
gehandhabt wird. Aufgrund der hohen Mortalität im intensivmedizinischen und 
onkologischen Sektor bei Infektionen mit multiresistenten gram-negativen Erregern 
und der schwindenden Anzahl an Therapieoptionen erarbeitete die Kommission für 
Krankenhaushygiene und Infektionsprophylaxe am Robert Koch Institut (KRINKO) 
neben einer eigenen Einteilung für multiresistente gram-negative Erreger zusätzlich 
spezifische Hygienemaßnahmen. Demnach wird nach Stämmen mit Resistenz gegen 
drei von vier (Multiresistente gram-negative Stäbchen mit Resistenz gegen 3 der 4 
Antibiotikagruppen, 3MRGN) und gegen vier von vier (Multiresistente gram-negative 
Stäbchen mit Resistenz gegen 4 der 4 Antibiotikagruppen, 4MRGN) der üblichen 
therapeutisch genutzten Antibiotikagruppen unterschieden. 4MRGN ist 
gleichbedeutend mit panresistent. Auf Grundlage epidemiologischer Daten und 
Mortalitätsstatistiken wurden für jede Spezies (insbesondere E. coli, K. pneumoniae, 
Enterobacter spp., P. aeruginosa und A. baumanii) spezifische Empfehlungen für 
Screening und Isolationsmaßnahmen formuliert (62). Die Übertragung solcher 
Erreger zwischen Gesundheitseinrichtungen mit überschneidenden Einzugsgebieten 
und aus Einrichtungen ambulanter Patientenversorgung spielt eine tragende Rolle in 
der Verbreitung multiresistenter gram-negativer Erreger (19, 40, 79). Diese Tatsache 
unterstreicht zusätzlich die Notwendigkeit für eine sichere und zügige Identifizierung 
dieser Mikroorganismen. 
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1.2. Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass 
spectrometry (MALDI-TOF MS) 
 
1.2.1. Verfahren 
Die MALDI-TOF Massenspektrometrie ist ein etabliertes Verfahren zur Detektion und 
Analyse von Biomolekülen (z. B. Proteine, Peptide, Lipide, Kohlenhydrate oder 
Nukleinsäuren). Grundlage ist die Erzeugung geladener Moleküle aus einem ko-
kristallisierten Analyt-Matrix-Gemisch mittels gepulstem Laser-Beschuss. Dabei 
gehen aus der Matrix Protonen auf den Analyten über. Die entstandenen 
Ionenpakete werden durch ein elektrisches Feld beschleunigt und passieren 
anschließend eine feldfreie Driftstrecke. Aufgrund des definierten elektrischen Feldes 
treten alle Ionenpakete mit der gleichen kinetischen Energie in die Driftstrecke ein 
und teilen sich entsprechend ihres Verhältnisses von Masse zu Ladung (mass over 
charge ratio, m/z-ratio) räumlich auf, bevor sie auf einen Detektor treffen. Aufgrund 
der Ladung und der benötigten Zeit für die Bewältigung der Strecke kann dann das 
Massen-Ladungs-Verhältnis berechnet werden und elektronisch in einem Diagramm 
mit der entsprechenden relativen Intensität ausgegeben werden (10, 21, 44).  
 
 
Abbildung 2. Typisches MALDI-TOF Spektrum für E. coli 
 
1.2.2. Geschichte und Anwendung in der Mikrobiologie 
Bereits 1975 entdeckten Anhalt, Fenseleau et al. die Möglichkeit, Biomoleküle aus 
Mikroorganismen mittels massenspektrometrischer Techniken zu detektieren (4). In 
den Folgejahren verebbten Publikationen, bis ab 1993 eine stetige Zunahme zu 
verzeichnen ist. Erste Auseinandersetzungen mit der Entwicklung standardisierter 
präanalytischer Protokolle und der Reproduzierbarkeit der erworbenen spektralen 
15	  	  
Muster wurden publiziert (31, 47, 59, 63, 64). Zunächst beschränkten sich die 
Untersuchungen auf wenige Spezies, v. a. der Familie Enterobacteriaceae. Zudem 
lag der Fokus der frühen Arbeiten rein auf der Spezies-Identifizierung, wozu 
zahlreiche Protokolle entwickelt und verfeinert wurden (23, 32, 46, 59, 65, 67, 69, 75, 
94, 105, 110). So etablierten sich zwei gängige Verfahren in der Aufbereitung der 
Mikroorganismen, welche allgemein als Ganz-Zell- („Whole-Cell“ oder „Intact Cell“) 
und Zellextrakt-Methode bekannt sind. Bei ersterer werden Bakterienzellen und 
Matrixlösung auf das Target übertragen, im zweiten Fall werden die Zellen zunächst 
lysiert und eine Extraktion der zytosolischen Proteine vorgenommen (32, 94). 
Allgemein werden bei der Untersuchung von Mikroorganismen mittels MALDI-TOF 
MS in den üblichen Massenbereichen (1000 – 20000 Da) (23, 64) hoch-abundante 
Proteine, wie z. B. ribosomale Proteine detektiert, was durch Vergleich der 
gemessenen Massenwerte mit Proteom-Analysen bekannter Bakterien-Spezies 
festgestellt werden konnte (32, 64). 
Aktuell vornehmlich angewandt wird die „Whole-Cell“ Methode in Verbindung mit 
kommerziellen Identifizierungssystemen, wie beispielsweise der BioTyper der Firma 
Bruker (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland), oder VITEK MS (bioMérieux, S.A.). 
Hier kann in vielen Fällen eine relativ sichere Zuordnung zu Gattung und Spezies 
erfolgen, was Vergleichsstudien mit etablierten phäno- und genotypischen 
Identifizierungsmethoden zeigen konnten (5, 18, 43, 77, 82, 90, 97, 99). Jedoch 
bestanden v. a. bei genetisch sehr nah verwandten und damit auch phänotypisch 
ähnlichen Spezies weiterhin Probleme, wie am Beispiel von einerseits E. coli und 
verschiedenen Spezies der Gattung Shigella (7, 26, 43, 74, 91) und andererseits der 
Differenzierung von unterschiedlichen Serovaren der Subspezies Salmonella 
enterica (24) ersichtlich. Durch Nutzung alternativer Algorithmen zur genaueren 
Ähnlichkeitsanalyse der Spektren konnten bereits bei Salmonellen bessere 
Ergebnisse erzielt werden (24, 66). 
Weitere Arbeiten beschäftigten sich mit dem Direktnachweis von Mikroorganismen 
aus Blutkulturen, was zu ambivalenten Ergebnissen führte, jedoch Stärken bei dem 
Nachweis gram-negativer Erreger aus monomikrobiellen Blutkulturen zeigte (34, 37, 
39, 102, 104). Positive Ergebnisse konnten ebenfalls für den Direktnachweis von 
Bakterien aus Urin symptomatischer Patienten nach Kontrolle mittels Durchfluss-
Zytometrie erzielt werden (33, 109). Der Direktnachweis von Bakterien aus 
Stuhlkulturen von Selektivnährböden und die sicherere Separierung nicht pathogener 
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Standortflora konnte in einer Arbeit mittels BioTyper sicher durchgeführt werden. 
Einschränkungen waren hierbei, wie bereits zuvor erwähnt, die Differenzierung von 
Shigellen, sowie EHEC von nicht pathogenen E. coli (43). 
Nachdem zunehmend sicher reproduzierbare Protokolle etabliert wurden, fiel der 
Fokus auf additive diagnostische Möglichkeiten neben der reinen Spezies-
Identifizierung. So beschäftigten sich bereits Anfang der 2000er Jahre mehrere 
internationale Arbeitsgruppen mit der Möglichkeit, Methicillin-resistente-
Staphylococcus-aureus (MRSA)-Stämme von ihren sensiblen Verwandten 
(Methicillin-sensible-Staphylococcus-aureus (MSSA)-Stämme) mittels MALDI-TOF 
MS zu unterscheiden. Die Ergebnisse ließen jedoch keine sichere Unterscheidung 
zu, vielmehr konnten die Protokolle eine Subtypisierung verschiedener MRSA-
Stämme ermöglichen, was unterstützend für infektionsepidemiologische 
Fragestellungen dienen kann (6, 27, 28, 72, 115).  
In Anbetracht der weltweit steigenden Anzahl an multiresistenten gram-negativen 
Mikroorganismen und der dafür u. a. ursächlichen Zunahme an Beta-Lactamasen 
begannen vereinzelte Arbeitsgruppen, spezialisierte Identifikationsprotokolle zum 
Nachweis jener Resistenzmechanismen zu entwickeln. So konnten z.B. Camara et 
al. den Nachweis eines zusätzlichen hohen Massenpeaks nach Transformation eines 
E. coli Wildstammes mit dem Plasmid einer AmpC-Beta-Lactamase erbringen (16). 
Andere Arbeitsgruppen zeigten die Nachweisbarkeit von Primer-Extensionen der für 
TEM-Beta-Lactamasen codierenden Plasmid-Abschnitte mittels MALDI-TOF MS 
(52). Aktuellere Arbeiten legten ihren Schwerpunkt auf den Nachweis der durch die 
Beta-Lactamasen bedingten Hydrolyse-Produkte von hinzugefügten Beta-Lactam-
Antibiotika (11, 49, 50, 51, 100). Ebenso konnte für die Spezies Bacteroides fragilis 
die Differenzierbarkeit zweier distinkter Genotypen, von denen einer (cfiA positiv) mit 
dem Vorhandensein eines MBL-Plasmids einhergeht, nachgewiesen werden (83, 
116). 
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2. Zielsetzung 
Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist, zusätzlich zur Erweiterung der 
Differenzierungs-Möglichkeiten mittels MALDI-TOF MS in der Speziesdiagnostik 
auch bei eng verwandten Spezies, im gleichen Arbeitsschritt Hinweise auf das 
Vorhandensein von ESBL und MBL zu finden, um somit frühzeitig Empfehlungen zur 
Vermeidung bestimmter Antibiotika-Gruppen und zu Hygienemaßnahmen geben zu 
können. Den unterschiedlichen Methoden anderer Arbeitsgruppen zur Identifikation 
von Beta-Lactam resistenten Stämmen gehen i.d.R. zusätzliche Aufarbeitungs- bzw. 
Inkubationsschritte voraus, so dass der angestrebte Nachweis erst verzögert und 
nicht direkt aus der Reinkultur möglich ist. 
Technischer Hintergrund ist die Suche nach reproduzierbar nachweisbaren 
spezifischen Spektren-Eigenschaften bekannter, Beta-Lactamasen produzierender, 
Bakterienstämme, welche als Datensätze für hochspezialisierte 
Klassifizierungsalgorithmen (Support-Vector-Machines, SVM) dienen sollen. 
Nachfolgend sollen diese speziell „trainierten“ Algorithmen auch aus unbekannten 
Proben die spezifischen Spektren-Eigenschaften ESBL, bzw. MBL produzierender 
Bakterien erkennen. Hierfür werden kryokonservierte Beta-Lactamase positive und 
nicht positive Stämme der Spezies E. coli, K. pneumoniae und P. aeruginosa, welche 
in der Routinediagnostik des Institutes für Mikrobiologie und Infektionsepidemiologie 
der Universität Leipzig gesammelt und zuvor phänotypisch mittels API-System 
(bioMérieux S.A.) und deren Beta-Lactamasen mittels Etest-Streifen (bioMérieux, 
Solna, Schweden) identifiziert wurden, mittels MALDI-TOF MS gemessen und die 
Spektren mit den zuvor genannten Methoden analysiert. 
Eben jene Algorithmen können auch verwendet werden, um eng verwandte Spezies, 
welche konventionell biochemisch schwer trennbar sind, mittels MALDI-TOF MS zu 
differenzieren. Hierfür wird eine Spezies-Datenbank aus archivierten Bakterien-
Stämmen bekannter Spezies aus der mikrobiologischen Routinediagnostik 
aufgebaut. Zur Kontrolle der Verlässlichkeit der Datenbank werden Stämme der 
enthaltenen Spezies, welche im mikrobiologischen Labor mit dem VITEK II System 
(bioMérieux, S.A.) identifiziert wurden, gesammelt und verblindet einer MALDI-TOF 
MS Analyse zugeführt, um die Anwendungsmöglichkeit der MALDI-TOF MS in der 
mikrobiologischen Routinediagnostik für Enterobacteriaceae und Nonfermenter, 
insbesondere genetisch nah verwandter Spezies, zu untersuchen. 
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3. Publikationen 
 
3.1. Differenzierung von Enterobacteriaceae und Nonfermentern mittels 
MALDI-TOF Massenspektrometrie 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde eine Datenbank bekannter Bekaterienspezies 
mittels MALDI-TOF MS Analyse angelegt. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit 
einer eigens modifizierten statistischen Analyse Software ohne Zuhilfenahme 
kommerziell erhältlicher Programme. So konnten bereits beim Aufbau der Datenbank 
Erfolge bei der Differenzierung genetisch eng verwandter Spezies erzielt werden. 
Das Differenzierungspotential der MALDI-TOF MS auf Grundlage der eigens 
angelegten Datenbank und der alternativen Identifizierungsalgorithmen wurde in 
einer Blindstudie mit 99 Bakterienstämmen der enthaltenen Spezies überprüft. Es 
konnte in 99 % der Fälle eine korrekte Identifizierung erzielt werden. 
 
R. Schaumann und N. Knoop haben gleichberechtigt zur Arbeit beigetragen. 
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3.2. Ein Schritt zur Unterscheidung Beta-Lactamase produzierender 
klinischer Isolate der Spezies E. coli, K. pneumoniae und P. aeruginosa 
mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Möglichkeit, des Nachweises ESBL- und MBL-
produzierender klinischer Isolate der o .g. Spezies mittels MALDI-TOF 
Massenspektrometrie während des Vorganges der Speziesidentifizierung untersucht. 
Es konnte gezeigt werden, dass auch ohne zusätzliche Aufarbeitungsschritte in ca. 
70 % der Fälle eine Differenzierbarkeit möglich war, was jedoch einen breiten Einsatz 
in der Routine Diagnostik noch nicht ermöglicht. 
 
R. Schaumann und N. Knoop haben gleichberechtigt zur Arbeit beigetragen. 
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Infektionen mit gram-negativen Erregern, der Familie Enterobacteriaceae und den 
Nonfermentern entstammend, stellen eine stetig zunehmende Herausforderung im 
medizinischen Sektor dar. Die zügige Einleitung einer kalkulierten Antibiotikatherapie 
muss auch ohne Kenntnis des genauen Erregers und des entsprechenden 
Resistenzspektrums erfolgen. Eine zeitnahe sichere Identifizierung des Erregers ist 
hierbei jedoch hinsichtlich lokaler Resistenzsituationen und der möglichen 
Anpassung der Therapie von großer Bedeutung. 
Aufgrund der zunehmenden Resistenz gegenüber häufig verwendeten 
Antibiotikagruppen, welche auf zahlreichen Mechanismen beruht, ist zusätzlich zur 
Kenntnis über den genauen Krankheitserreger auch eine Information über das 
mögliche Vorliegen bestimmter Resistenzmechanismen, welche möglicherweise den 
Einsatz einer oder mehrerer Gruppen an Antibiotika ausschließt, von großer 
Bedeutung. Nicht zuletzt aufgrund der schwindenden Therapieoptionen und 
steigender Letalität bei Infektionen mit sogenannten multiresistenten gram-negativen 
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Erregern, wurden international verschiedene Definitionen für die Einteilung solcher 
Erreger und Empfehlungen zur Infektionsprophylaxe formuliert (73, 93, 106). Die in 
Deutschland aktuellste Einteilung der KRINKO in 3MRGN und 4MRGN 
(Multiresistente gram-negative Stäbchen mit Resistenz gegen 3, bzw. 4 der 4 
üblichen Antibiotikagruppen) stellt Hygieneempfehlungen beim Nachweis 
entsprechender Stämme zur Verfügung (62).  
Um der steigenden Anzahl an Infektionen und Besiedelungen mit gram-negativen 
und auch multiresistenten Erregern zu begegnen, wurden immer neue Methoden zur 
Identifizierung eben jener Erreger etabliert. Die am häufigsten verwandte Methode 
stellt die phänotypische Identifizierung anhand der enzymatischen Ausstattung eines 
Erregers dar (10, 22, 84).  
Um zügiger Informationen über die Spezies des individuellen Krankheitserregers zu 
gewinnen, wurde bereits in den frühen 1990er Jahren die MALDI-TOF 
Massenspektrometrie zur Detektion von Biomolekülen in die Mikrobiologie eingeführt 
(31, 47, 59, 63, 64). Die Zeiten bis zur definitiven Spezies-Zuordnung konnten im 
Vergleich zu den gängigen Methoden deutlich reduziert werden und einheitliche 
Protokolle zur Probenaufbereitung wurden erstellt (23, 32, 46, 59, 65, 67, 69, 75, 94, 
105, 110).  
Zur breiten Anwendung kommen inzwischen automatisierte Identifizierungssysteme, 
die eine Implementierung ins mikrobiologische Labor ermöglichten 
(Axamis@Saramis von Shimadzu, heute als VITEK MS von biomérieux vertrieben 
und MALDI Biotyper von Bruker Daltonics). Die Systeme stoßen an ihre Grenzen bei 
der Differenzierung v.a. gram-negativer Bakterien genetisch eng verwandter Spezies, 
Sero- und Pathovaren (7, 24, 26, 43, 57, 66, 74, 91). 
Um zusätzlich Informationen über mögliche Resistenzfaktoren zu bekommen, 
beschäftigten sich eine zunehmende Zahl an Arbeitsgruppen mit der 
Nachweisbarkeit von Resistenzeigenschaften mittels MALDI-TOF MS, wobei sich 
jedoch der definitive Nachweis veränderter Spektreneigenschaften ohne zusätzliche 
präanalytische Aufarbeitungen nicht erbringen ließ (6, 11, 27, 28, 49, 51, 52, 72, 100, 
115). 
Die vorliegende Arbeit untersucht die Anwendbarkeit der MALDI-TOF MS in der 
mikrobiologischen Routinediagnostik auf Grundlage einer eigens erstellten 
Speziesdatenbank unter Verwendung spezialisierter Identifizierungsalgorithmen, um 
in einem Arbeitsgang eine sichere Spezieszuordnung auch genetisch eng 
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verwandter Spezies wie z.B. E. coli und Shigella spp. zu erzielen und im selben 
Arbeitsschritt Informationen über das Vorliegen einer Beta-Laktamase (ESBL, MBL) 
zu erlangen. Hierzu wurden insgesamt 219 kryokonservierte Bakterienstämme, 
welche zuvor mittels API-Streifen biochemisch identifiziert wurden, kultiviert, mittels 
Zell-Lyse für die MALDI-TOF MS Analyse vorbereitet und die Spektren mehrfach 
aufgenommen. Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mithilfe von MatLab 
basierten Algorithmen zur Ähnlichkeitsanalyse und Klassifizierung. Unter den 219 
Stämmen befanden sich auch insgesamt 21 ESBL und 13 MBL produzierende 
Stämme der Spezies E. coli, K. pneumoniae (ESBL) und P. aeruginosa (MBL), 
welche gesondert untersucht wurden und mit nicht Beta-Laktamase produzierenden 
Stämmen derselben Spezies verglichen wurden. 
Während der Erstellung der Speziesdatenbank konnte eine weitestgehend korrekte 
Aufteilung der Spezies mittels statistischer Ähnlichkeitsanalyse erzielt werden. 
Hierbei fiel jedoch eine nicht eindeutige Auftrennung der Spezies E. coli, Shigella 
sonnei und Enterobacter cloacae einerseits, sowie der Serovaren Salmonella 
Enteritidis und Salmonella Typhimurium andererseits auf. Durch Anwendung eines 
Support-Vector-Machine (SVM) Algorithmus konnte anschließend jedoch eine 
sichere Zuordnung zur jeweiligen Spezies, bzw. Serovar ermöglicht werden. Hierbei 
ist lediglich die Unterscheidung von zwei Klassen in einem Arbeitsschritt möglich, 
was einen minimal erhöhten Arbeitsaufwand darstellt, jedoch im Gegenzug eine 
sicherere Klassifizierung ermöglicht. 
Zur Überprüfung der Verwendbarkeit der Speziesdatenbank wurden in einem 
Folgeschritt 99 neu asservierte klinische Isolate der einbezogenen Spezies aus der 
Routinediagnostik des Institutes für Mikrobiologe verblindet aufbereitet und die 
Spektren aufgenommen. In der nachfolgenden Untersuchung konnte im ersten 
Durchgang unter weitestgehender Nutzung der einfacheren Ähnlichkeitsanalyse und 
Anwendung des SVM Algorithmus lediglich für die zuvor genannten Spezies eine 
korrekte Identifizierung in 95 % der Fälle erreicht werden. Falsch identifiziert 
entsprechend der zuvor bekannten phänotypischen Identifzierung wurden: eine K. 
pneumoniae als E. coli (Probe 37), ein Enterobacter aerogenes als Serratia 
marcescens (Probe 67), ein Enterobacter cloacae als E. coli (Probe 89) und eine 
Shigella sonnei als E. coli (Probe 67). Nach erneuter Phäno- und Genotypisierung 
dieser Stämme konnte Probe 37 als Serratia marcescens und Probe 67 als Shigella 
sonnei verifiziert werden. Die zwei verbliebenen Proben waren auch 
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molekularbiologisch nicht eindeutig zu identifizieren und wurden aus der Studie 
ausgeschlossen. Schlussendlich konnte so eine korrekte Identifizierung in 99 % der 
Fälle erreicht werden, worunter auch die zuvor schwer trennbaren Serovaren 
Salmonella Enteritidis und Salmonella Typhimurium zu 100 % und E. coli und 
Shigella sonnei zu 80 % korrekt voneinander abgegrenzt wurden.  
Außerhalb der Blindstudie wurden aufgrund der positiven Ergebnisse zusätzlich 
Spektren von 12 enteropathogenen E. coli (EPEC) und 7 enterohämorrhagischen E. 
coli (EHEC) aufgenommen und mittels SVM-Analyse die Unterscheidung zu den 
nicht obligat pathogenen E. coli Stämmen in der Datenbank untersucht. Eine korrekte 
Differenzierung konnte für EHEC zu 96 % und für EPEC zu 97 % erreicht werden. 
In einem separaten Schritt wurden die Beta-Laktamase produzierenden Isolate der 
drei eingangs genannten Spezies gesondert mittels optischem Vergleich der 
Spektren, statistischer Ähnlichkeitsanalyse und SVM-Analyse gegen jene Stämme 
ohne phänotypische Ausbildung einer Beta-Laktamase untersucht. Im optischen 
Vergleich der Spektren waren keine zusätzlichen signifikanten Massenpeaks 
ersichtlich, ebenso war eine entsprechende Aufteilung mittels Ähnlichkeitsanalyse 
nicht möglich. Mittels SVM-Analyse konnte für alle drei Spezies eine korrekte 
Klassifizierung nur in 70 % der Fälle erreicht werden. 
In mehreren Studien konnte bereits die Anwendbarkeit der MALDI-TOF MS in der 
mikrobiologischen Diagnostik, insbesondere für gram-negative Erreger verifiziert 
werden (5, 18, 43, 77, 82, 90, 97, 99). Wie bereits eingangs erwähnt, traten 
Schwierigkeiten bei der Unterscheidung genetisch nah verwandter Spezies (7, 26, 
43, 74, 91), unterschiedlichen Pathovaren von E. coli (43, 57) und unterschiedlichen 
Serovaren der Subspezies Salmonella enterica auf (24, 66). Durch Anwendung 
alternativer Analyse Methoden konnte in dieser Arbeit ein deutlicher Erfolg in der 
Differenzierung von E. coli zu Shigella sonnei, Salmonella Enteritidis zu Salmonella 
Typhimurium und EHEC, bzw. EPEC zu nicht obligat pathogenen E. coli gezeigt 
werden. Aufgrund des Einschlusses klinischer Isolate und der Anwendung nicht 
kommerziell erwerblicher Analysesoftware ist die Notwendigkeit zum internationalen 
Austausch von eigens erworbenen Referenzspektren, als auch der Austausch von 
Wissen über die Anwendung alternativer Analyse Methoden wünschenswert. Somit 
stellt die MALDI-TOF MS ein sicheres und schnelles Verfahren zur 
Speziesidentifizierung in der mikrobiologischen Routinediagnostik dar. Die 
differenzierte Auswertung von Spektren nah verwandter Spezies mittels 
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Klassifizierungsalgorithmen konnte selbst die Grenzen der kommerziell erhältlichen 
Identifizierungssysteme wie VITEK MS und BioTyper überschreiten. 
Die Detektion Beta-Laktamase produzierender Stämme im Rahmen eines 
Arbeitsschrittes mit der Speziesidentifizierung kann durch Nutzung der hier 
angewandten Methoden noch nicht für eine breite und sichere Implementierung in 
den mikrobiologischen Routinebetrieb empfohlen werden, jedoch ist eine Ausweitung 
der Untersuchungen hierhingehend sinnvoll, um die Notwendigkeit präanalytischer 
Aufbereitungen, wie von mehreren Arbeitsgruppen angewandt, künftig umgehen zu 
können.
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5. Thesen zur Dissertationsschrift 
 
- MALDI-TOF MS kann als sichere Methode zur Speziesidentifizierung für gram- 
negative Erreger der Familie Enterobacteriaceae und Nonfermenter in der 
Mikrobiologie empfohlen werden 
 
- Das Wissen über Limitationen der Methode bei nah verwandten Spezies sollte 
eine weitergehende Untersuchung der Spektrendaten mit sich ziehen. 
 
- Die Anwendung spezifischer Klassifizierungsalgorithmen ermöglicht in einer 
Vielzahl der Fälle eine sichere Identifizierung auch nah verwandter Spezies. 
 
- Die Erweiterung der Referenzdatenbanken und Auswertungsalgorithmen 
kommerziell erwerblicher Identifizierungssysteme sollte durch Austausch 
verschiedener Arbeitsgruppen die Genauigkeit der Systeme verbessern. 
 
- Die Detektion Beta-Lactamase produzierender Enterobacteriaceae und 
Nonfermenter während der Speziesidentifizierung ist aktuell mit den genutzten 
Methoden noch nicht sicher möglich. 
 
- Es gibt Hinweise auf einen Trend zu unterschiedlichen Spektren bei Beta-
Lactamase positiven und negativen Bakterien derselben Spezies, die noch 
genauer untersucht werden müssen. 
 
- Hoch spezialisierte Klassifizierungsalgorithmen können durch stetige 
Optimierung diese Trends unter Umständen noch sicherer darstellen. 
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9. Anhang 
 
Tabelle 3. Zusammensetzung der Speziesdatenbank 
Spezies Stämme (n) Spektren (n) * 
Escherichia coli 19 148 
Klebsiella pneumoniae 19 136 
Klebsiella oxytoca 10 80 
Enterobacter cloacae 19 146 
Enterobacter aerogenes 9 72 
Proteus mirabilis 20 152 
Proteus vulgaris 10 78 
Salmonella Enteritidis 10 80 
Salmonella Typhimurium 10 80 
Serratia marcescens 10 80 
Shigella sonnei 9 71 
Yersinia enterocolitica 9 70 
Citrobacter freundii 10 77 
Morganella morganii 8 57 
Acinetobacter baumanii 10 80 
Pseudomonas aeruginosa 37 219 
Total 219 1626 
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Abbildung 3. Dendrogramm der Zentroide aller Spezies der Datenbank. 
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Abbildung 4. Dendrogramm der Ähnlichkeitsanalyse von E. coli und Shig. sonnei. Die 
Heterogenität innerhalb der Spektren von E. coli und das geringe Distanzniveau 
zeigen die Schwierigkeit der Auftrennung mittels Ähnlichkeitsanalyse. 
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Abbildung 5. Dendrogramm der Ähnlichkeitsanalyse von E.coli, K. pneumoniae und 
P. aeruginosa 
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Abbildung 6. Dendrogramm der Ähnlichkeitsanalyse von MBL- und nicht MBL-
produzierenden Pseudomonas aeruginosa Isolaten zeigt, dass eine sichere 
Zuordnung bei dieser Verteilung nicht möglich ist. 
 
